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研究成果の概要（和文）：細菌の転写調節因子の1つであるLysRタイプ転写因子は、病原性関連因子産生や芳香
属化合物分解に関する重要な遺伝子群の発現制御を担っている。我々は芳香族化合物分解菌の転写調節因子であ
るCbnRを対象として研究を行い、全長CbnR-プロモーターとDNAとの複合体の結晶構造を3.6オングストローム分
解能で決定した。この成果は、LysRタイプ転写因子の中でプロモーターDNAとの結合様式を構造学的に示した世
界で初めての例である。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the molecular mechanism of transcriptional activation 
of LysR-type transcription factors (LTTRs), we studied the transcriptional regulator CbnR of 
3-chlorobenzoate-degrading bacteria. The crystal structure of the complex consisting of a 
full-length CbnR tetramer and 55 base pairs of promoter DNA was determined at 3.6 angstrom 
resolution. This is the first crystal structure of a full-length LTTR in complex with its cognate 
promoter DNA.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 転写調節因子　X線結晶構造解析　タンパク質ーDNA複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LysRタイプ転写因子(LTTR)に関する研究は世界中で行われているが、LTTR-DNA複合体の再構成や結晶化が極めて
難しいため、LTTRとプロモーターDNAとの構造情報に基づき結合様式を示した例はなかった。LTTRはアミノ酸生
合成・芳香族化合物分解・病原性関連因子産生・酸化ストレスへの応答など多くの転写調節に関与しているた
め、構造情報を示すことができればLTTRがプロモーターDNAを認識する仕組みについてのジェネラルな知見を得
ることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細菌の代謝経路の機能調節は多くの場合オペロン単位で行われ、転写調節因子によって代謝
経路の一連の酵素の発現が制御されることが知られている。細菌の転写調節因子は構造上の特
徴からいくつかのグループに分類され、最大のグループの一つである LysR タイプ転写因子
（LTTR）は、芳香族化合物分解・アミノ酸生合成・病原性関連因子産生・酸化ストレスへの応
答など、様々な重要遺伝子群の発現制御を担っている。LTTR は N 末端側の DNA 結合ドメイン
と C 末端側の誘導物質結合ドメインから構成され、一般に四量体として存在し、およそ 60 塩基
対を覆うようにして DNA に結合する。ほかの転写調節因子と比較して広い範囲をカバーするた
めに認識配列の多様性を生み出しやすく、それゆえに、多くのファミリーが、様々な遺伝子群の
発現制御を担うようになったと考えられている。しかし、全長 LTTR-DNA 複合体は精製や再構
成が極めて困難であるために全長 LTTR と DNA との複合体の立体構造が決定された例はなく、
LTTR による転写制御の分子機構の詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 

申請者が所属するグループでは、細菌による芳香族塩素化合物分解に必須なクロロカテコー
ル分解酵素遺伝子群の転写調節因子であるCbnR を研究対象として LTTR の研究を進めてきてお
り、全長の LTTR としては世界で初めて結晶構造を決定した（Muraoka et al., 2003）。この結晶構
造から LTTR が特徴的な四量体を形成すること、4 つの DNA 結合部位（DBD）が V 字型に配置
することが示され、その V 字型構造により DNA を大きく折り曲げるようであることが示唆され
た。他のグループが行なった生化学的解析などとあわせて、「LTTR が DNA に結合→DNA を V
字型に曲げる→誘導物質依存に LTTR の高次構造が変化→それに伴い LTTR-DNA 間の結合様式
が変化→転写活性化」という分子機構モデルが提唱された（図 1）。しかし、全長 LTTR と DNA
の共結晶構造解析の成功例がないために、誘導物質の結合による構造変化が DNA 結合の変化に
伝わる様子を、立体構造に基づいて考察することはできなかった。 

 
図 1 LTTR による転写制御の分子機構モデル 
 
本研究は、LTTR の一員である CbnR をモデルとして、LTTR による転写活性化の分子機構を

世界に先駆けて解明することを目的とした。LTTR は非常に多くの転写調節因子が属するグルー
プであるため、その DNA 結合様式や誘導物質の結合によって引き起こされる制御ドメインの構
造変化を原子レベルで明らかにすることができれば、LTTR が誘導物質を特異的に識別して発現
制御を行う仕組みについてのジェネラルな知見を得ることができる。 
 
３．研究の方法 
 研究開始当時、既に全長 CbnR-DNA 複合体の再構成と結晶化には成功しており、6.9 Å と低分
解能ながらも結晶構造が得られていた。そのため、結晶化条件の最適化及び結晶を液体窒素で冷
却する際のクライオ条件の検討により結晶の質を改善しつつ、高分解能のデータを得ることを
試みた。X線回折データの収集は、申請者が所属する高エネルギー加速器研究機構のビームライ
ン Photon Factory BL-1A を用いて行った。このビームラインでは、13 ミクロン x 13 ミクロンの
細いビームを用いて低エネルギー(波長 1.9 Å や 2.7 Å)での回折データ収集が行えるため、細長い
CbnR-DNA 複合体結晶からの native SADデータ収集に適している。位相決定は基本的には分子
置換法で行ったが、タンパク質分子のメチオニンやシステイン由来の硫黄原子や DNA由来のリ
ン原子の異常分散効果を利用した native SADデータと組み合わせた MR-native SAD法による電
子密度マップもモデル構築のために利用した。モデル構築や結晶学的精密化は、一般に X 線結
晶構造解析に用いられているプログラム ccp4, phenix, coot を用いて行った。 
 
４．研究成果 
 全長 CbnR-DNA 複合体の結晶化条件の最適化により、0.3-0.4mm 程度の大きさの柱状結晶が
再現性良く得られるようになった（図 2-a）最終的な結晶化条件は 20%(w/v) PEG3350, 4%(v/v) 
Tacsimate pH 8.0, 0.5%(w/v) n-octyl-pyranoside とした。得られた結晶を用いてクライオ条件の最適



 

 

化を行った結果、トレハロースまたはエリスリトールを用いた場合に分解能が 3.6 Å 分解能まで
改善できた（図 2-b）。 
 

 
図 2全長 CbnR–DNA複合体結晶(a)とクライオ条件最適化後の回折パターン(b) 
 
 

 エリスリトールを含むクライオプロテクタント溶液（30%(w/v) エリスリトール, 27.5%(w/v) 
PEG3350, 3%(v/v) Tacsimate pH 8.0, 0.5%(w/v) n-octyl-pyranoside）を用いて結晶を凍結し、BL-1A
で波長を 1.9 Å として回折データを収集した結果、4 Å 分解能以上のデータを 5セット収集する

ことができた。CbnR 四量体（Muraoka et al., 2003）と CbnR の DNA 結合ドメインと DNA(RBS)
との複合体の結晶構造(Koentjoro et al., 2018)を用いた分子置換法により部分構造を決定し、部分

構造に含まれる硫黄原子から MR-native SAD 法による電子密度マップを計算した。X 線による

損傷を軽減したデータを収集するためにヘリカルモードによるデータ収集を行っていたが、デ

ータ処理に用いる結晶の範囲に依存してDNAの電子密度の明瞭さが異なることがわかってきた

ため、様々な範囲で処理したデータを用いて DNA の電子密度の見え方を比較し、DNA の電子

密度が最も明瞭に見えるデータを構造精密化のために用いた。最終的に選択したデータを用い

て 3.6 Å 分解能で計算した Composite omit map と構築したモデルを図 3 に示す。 
 

 
 

図 3 Composite omit map (1 sigma) 

 



 

 

 
最終的には 3.6 Å 分解能で freeR/R=0.285/0.234 まで構造精密化を行い、Protein Data Bank に

PDB ID 7D98 として登録した。全長 CbnR-DNA 複合体の結晶構造を図 4 に示す。 
 

 
図 4 全長 CbnR-DNA複合体の結晶構造 
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